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Verwendung 



Saure, deren Hersteliung sowie Verwendung. 

*«u wid« Terminologie de£inlert 

anre!:: T SUbStaK2en ' ^ Zelle " 2U Teilungen 
s~t andernfallE ' SinwirKung die . 

den. Dl e hl erdurch 1m Organises ausgelosten Eea)c - 
ti onen sind von der Nora abweichend ^ - 

«1. allergxsche, i^unologi,^ und 

lauterungen bedarf, daB die Schaffung und Herstel- 
e U L g nd"e 1 „ t T nfreier SUbStanZe " ~ 
aUergroBtem Interesse sind 

"at?:"/ 6151 " ^ lDplantate "^ie 1st der Bin - 
satz ^togenfreier Substanzen von allergrSBter Be- 
deutung, „ die a„derenf alls indU2ierten und zur 

u u*terdrucken. Bei zahlreichen Erkran- 
kungen werden lebende Zellen i n „ rt 
gebracht, die einerseits durch Nahrstoffe versorat 
werden und anderersei versorgt 
Bedarf Ze n * SrerSeitS en ts P rechend dem jeweiligen 
Bedarf Zellsekrete, „or*one oder dgl. produzieren 
-d abgeben, u* e ine Unterproduktion oder den voL 
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ligen Ausfall der kdrpereigenen Zellen zu kompen- 
sieren. Eine der bekanntesten Erkrankungen dieser 
Art ist die Diabetes, bei der zwar die Fehlmenge 
des benotigten Insulins im zeitlichen Abstand durch 
wohldosierte auBere Zufuhr ausgeglichen werden 
kann, bei der jedoch f estzustellen ist, daB eine 
exakte Dosierung uber deh Tagesverlauf im Sinne ei- 
nes Regelsystemes nie realisierbar ist, so dafl 
Schwankungen und Abweichungen vom Idealwert unver- 
meidbar sind. Dieser Nachteil laBt sich durch Im- 
plant ier en lebender Zellen in den Organismus besei- 
tigen, wobei jedoch zur Unterdruckung immunologi- 
scher Reaktionen die Zellen in Kapseln unterzubrin- 
gen sind, die ihrerseits folgenden Anf orderungen 
geniigen miissen: Zum einen muB eine ungehinderte 
Diffusion durch die Wandungen im Sinne einer Zufuhr 
von Nahrstoffen und andererseits die Abgabe der 
Zellsekrete, Hormone und dgl. nach auBen gewahrlei- 
stet sein. Weiter muB sichergestellt sein, daB das 
Implantat keine Immunreaktionen hervorruft, d.h. 
mitogenfrei ist, Was sich u.a. anderenfalls dadurch 
auBern wiirde, daB sich die Kapsel oberf lachlich 
nach einer gewissen Dauer mit fibrotischem Bewuchs 
zusetzen und die unabdingbare Zirkulation und Aus- 
tausch von Nahrstoffen und Zellsekreten unterbinden 
wiirde . 



Ziel vorliegender Erfindung ist zunachst die Schaf- 
3 0 fung einer mitogenf reien Substanz, die auch nach 

langerem Kontakt mit dem lebenden Organismus keine 
allergischen, immunologischen und pyrogenen Reak- 
tionen zeigt sowie deren Herstellung und Verwen- 
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Gelost wird diese Aufgabe erf indungsgemaB durch 
Mischpolymere, die aus io bis 90 Molprozent Gulo- 
ronsaure und aus jeweils auf 100 % erganzend 
Mannuronsaure bestehen sowie ein Molekulargewicht 
der Mischpolymere von 10 000 bis 500 000 Dalton. 

Die mitogenfreie Substanz weist als unter Umstanden 
emzige Komponente ein Mischpolymer aus Guluron- 
saure und Mannuronsaure, wobei die molare Zusammen- 
setzung der Guluronsaure io bis 90 Prozent und der 
Rest Mannuronsaure betragt. Eine Aussage uber die 
GroBe des sich duroh Polymerisation ausbildenden 
Mxschpolyn.ers ist aufgrund des vorgegebenen Molver- 
haltnisses beider Sauren noch nicht festgelegt. Es 
konnen demnach auch Mischpolymere mit niedrigem Mo- 
lekulargewicht beschrieben werden, die die gestell- 
ten Anforderungen nicht erfiillen. Zusatzliche Vor- 
aussetzung ist deshalb, daB das Mischpolymer ein 
Molekulargewicht von 10 000 bis 500 ooo Dalton 
besitzt. Diese Molekulargewichte lassen sich rela- 
te einfach durch Verwendung von Membranen und Fil- 
ter mit geeigneter Durchlassigkeit und Porenradius 
durch Dialyse gewinnen. 

Der Nachweis der Mitogenfreiheit geschieht in der 
Weise, daB die mit Calcium polymerisierte Substanz 
auf das Induzieren in vitro von meBbarer Prolifera- 
tion von Milz-Lymphozyten iiberpruft wird. Zu diesem 
Zwecke werden Milzzellen aus Mausen des Inzucht- 
stammes Balb-c gewonnen. Die Zellen wurden bei ei- 
ner Zellzahl von i-io* ml"! in Wachstumsmedium RPMI 
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1640 Medium, 10% fotales Kalberserum (Boehringer, 
Mannheim, Deutschland) , 2 mM L-Glutamin, 2 mM Na- 
triumpyruvat, nichtessentieller Aminosaure (ix, 
Boehringer, Mannheim, Deutschland), 50 (j.K 2-Mercap- 
5 toethanol, 100 units ml" 1 Penicillin und 100 Mg ml" 

1 Streptomycin (Biochrom, Berlin, Deutschland) in 
Gegenwart von 100 /^g ml" 1 der mitogenen Substanz 
bei 37* Celsius kultiviert. Die Lymphozyten zeigten 
weder einen signif ikanten Einbau von 14 C- oder 3 H- 
10 Thymidin in sauref allbare zellulare Substanzen 

(nach 3 Tagen gemessen) noch ein mikroskopisch 
feststellbares Wachstum (mikroskopische Zellzahlbe- 
stimmung nach 5 bis 9 Kulturtagen) . 

15 Iltl Rahmen der Erfindung stent grundsatzlich frei, 

ob neben dem vorgenannten Mischpolymer zusatzliche, 
im Hinblick auf den Mitogenitatstest ebenfalls un- 
bedenkliche Komponenten beigemischt sind. 

20 

Aus der Mitogenf reiheit der Substanz folgt nicht 
zwingend die Biokompatibilitat in vivo. Vielmehr 
hangt letztere Eigenschaft von weiteren Faktoren, 
u.a. der Oberf lachenbeschaf f enheit des Implantats 

25 sowie dem Implant at ionsort ab. Dennoch ist von Vor- 

teil die sich als biokompatibel erweisenden Verbin- 
dungen auszuwahlen. Die Biokompatibilitat wird an- 
hand von Tierversuchen an Mausen und Ratten im Hin- 
blick auf das Auslosen von Fremdkorperreaktionen 

30 untersucht. in konkreter Durchfiihrung werden hierzu 

Kapseln aus mit Barium oder Kalzium polymerisierten 
Substanzen hergestellt und intraperitoneal in die- 
sen Tieren : implantiert . Es trat weder ein fibroti- 
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scher Bewuchs noch eine Pr^- 

™ eipro2entlge ^^"ZTZ ««. eine 

"it 20 Ml Bad no, aer . SUbStan2 m 0,9 % HaCl 

9S ln von o " 3 » WOdUrCh Sich «•!*»- 

o Naci gewaschen, zwe i T a „« i 
RPMI 1640 Keiim inkubisrt ' ^ in 

w " * Ma „„ ur c„ saure a Lr\~ r ' d - h - *> 

"isser c hSfflisohen 2usamn fgSbaUt 1St - Ele —Bnoa 

MbuwiwM. und p ^jrr ia Hlnbii <* ~* *u 

— «- — -t^^r^rt 1 ?" Konfl - 

bei ei ne r Tren nka l " ZU ~ warden 

JO . Trennka ™«danensi 0 „ von 30 • uo • „ , 

-ner Ka merpuf f ert ra "0 o,3 

Ka™erpuf fer2usa „ enset2 °" « C. ezner 

1-in, 7,1 mM K aliuma2etat 9 J™ " * T " eth -o- 

' °' 2 Eth W e «ai™inotetra a cet at , 
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100 Emheiten «-l Peniclllin> 10Q ' . 

t»yoxn, Leit fahig k elt l(9 M£ ^/T ^J^" 

wurae „ t einer GeschwiMigke . t J 

true loo v -1 ln3 " iert - W FeldstSrke b e - 
to,g 100 v cm (dle strolnstarke 65 

ru„ gen una versuche d er Au£fassqng «*- 
TLl ZTT™ 10 - SSite 286 - 291 ' -van 

ter« entscheidende Erkemrtnis - durch di„ „„ f , 
aer Herleitung ma Extraktim - - = nd 

— ini^ g l*. i n 

weiteinflusse zurUckzufOhren sind. 



entsprechenden Herstellungsverfahren 



lassen. 
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sich ausgehend Rohalginaten si,h«* 

nen. ^enschaf ten auszeich- 

Im folgenden werden zwei v 0 .f u 

^ r v 0rerwShnten ^jzizTzr Hersteiiun9 

!» ersteren fln J n Ve^LTirf" a " 5e9e - 
Klektrophorese An„ en<Jung J*™" *»9«*r.i« 

geB I insa ; Be iden 

higkeit von 2 ms - e l<*ta a sche n LeitM- 

* in el l lne Prak e t " 9 nT ben " " e ^ 
eleK tr0 p hor e tlsoher J^SZl^'T* 1 -^ 
aufg efangen werden J, 1ChkS "' 1316 

Ws 500 ooo oa^n, d M ° lekUlar3ewlchte von ao ooo 



aer dgl. gewonnene Alglnat 2u _ 
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nachst zu eine n unloslichen Konplex vernetzt, der 
erne Reinigung und Extraction sowie eine anschlie- 
*ende RUckgewinnung zuiSBt. Bei diesem Verfahren 
verden die Alginate duroh Zugabe von Ba ++ -lonen 
Oder vergleichbaren aultivalenten Kationen (Blei 
Pb Kup f er cu,, die eine vergleicnbare oder h8h ere 
Mfxnxtat zua Ai ginat haben als Bar 
AnschUeBend erroigt eine Extraction durch Lure 
«. bei S pielsweise Essigsaure fiber mehr£re ' 
be, ernohter Tenperatur. Hac h ei„e m Waschen folgen 
veitere Extraktionen m it Ko.plexbildnern, wi e z B 
^ Zt^f" " alkalisch - Nac h „ asch e; 

rare St , """^ " erdSn Gelku ^m »eh- 

rere stunden it Alkohol, z.B. Xthanol, geruhrt 
Das Preiser der nunaehr gereinigten, jedoch nacb 
TO 7 — tzten AXginate erfolgt durch Beigabe 
von EDTA (Et hylendiamin . Ietraessigsaure) , m J ark 

alkal lsc hen Bereich. Hierbei losen sich die Gelku- 

auf. 0as Eesultat ist £ine Roha 
wonnene mitogenfreie Substanz. 

fUhrter Herstellungsvorgang in alien Einzelheite! 
beschrieben : 



tin.-2.bi. 4 *-ige L8sung von Rohalginat wird Uber 
e ln Meabranfilter von 0.22 m Porenweite filtriert 

50 JT UntSr RUh " n " *" 5 " faChe VOl ™ e " 

50 ttM-Banu^chloridlosunc, eingetroptt, wodurch Gel- 

kugeln von oa. 1-5 mm Durctaesser entstehen 

Nach 10 bis 20 Minuten erfolat ein Kaschen der Gel . 

*u g eln in destillierter, Wasser und anschlieBend 

"M-aX Hir 3-4 stunden i n j e l Liter 1 H Essig- 
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-leo * Ethanol weraen sie anschlieSend far j. ! 

::r; t : n 1 bis 2 ^ — -2— 

KOH 1 , m EDIA - 18 -"? ft* 10,0 *it 

KOH) SU sp enaiert . Nach R(ihren ^ 

amdestens 4 stun<Jen gegsn 2 . 3 ^^J^ 

Ohne Einschrankung der Allg eneinhelt 

haben ge^nsa,, daB sie vc» tierischen olr vo, 
™ lchen K6rper problamlos au ^ 

be, l^tlto. Anwendung die Ausl6sung mit 
ner KeaKtionen mit sicherheit 

urgxe zu erwahnen, bei „alche» „itog e „ frele Sub . 

ITZ\T: eln9eset " werden k6nnen - • ™- 

die Auslosung ^unologischer Realctionen 
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des Menschen lffi plantieren zuKonnan. Als besonders 
bedeutungsvolles Beispiel wlrd die EinbringMg yon 
ansulxnerzeugenden ZeUen (Inseln) 
genfrexen Substanzen bestebende Kapsel angegeben/ 
d.e auswerslich von Tierversuchen auch nach lange- 
rer ^plantation nicht zu fibrotischem Bewuchs nei- 
gen GleichzeiU, eriaubt die Kapsel da s E in dri „ g e n 
der fu d re Au f reentering des 2ellW ac h s tul » s e r - 

der h h " NtorSt0£fe U " d -dere,seits die Abgabe 
der hrerbex erzeugten Horm one - i, Kalle der D J be . 

TJTT es sich um das lnsuiin - nach - 

Glucose, Sauerstoff, Peptid-„<, raon e, zu denen das 
Insulxn zu rechnen ist, 2unutze , bei gl . ichMlt _ 
UndurcMSssigKeit fiir g ro6 ere ..^"^ 
Antikorper. Das Anbringen lebender Z e!len (Langer _ 
haussche insem, erlaufcen eine weaie ^ 

Sun. ernes Regelprozesses an den augenbiiCUichen 
Hormonbedarf . 

20 

Belterhin signet sich die Verwendung rcitogenfreier 
Substanzen ln besonderer Weise 2ur Beigabe 2U Nah . 
rung, t teln , KO si£ bekanntl . ch . eru ^ 

Stabxlxsxerung unterstutzen. Statistiscne Untersu- 
ohungen lassen Z usa»,e„han g e zwischen der verwen- 
dung der (bisherigen) Alginate ,it der HaufigKeit 
der Entstehung von Krebs des Kagen/Darn,traktes ver- 
muten. Diese „omentan eingesetzten Aiginate sind 

mit Verunreinigungen versehen und deshalb,' wie die 
Errmdung erKannt „at, raltog e n . D er Ersat2 durch 

^enfreie Aiginate Mtte erhebliche gesundheit- 
liche Vorzuge. 
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einsetzen S l7l lnSbeEondere Masengeschwiiren, 
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PA T E N T A N S PR U C H E 



l.-Mitogenfreie Substanz unter Vervendung von Gulu- 
ron-Saure oder Mannuron-Saure, gekennseichnet durch 
Mischpolionere, die aus 10 bis 90 Molprozent Gulu- 
ronsaure und aus jeweils auf loo % erganzend Man- 
nuronsaure bestehen sowie ein Molekulargewicht der 
Mischpolyinere von 10 000 bis 500 000 Dalton aufwei- 
sen. 



2. Substanz nach ftnspruchl, gekennzeichnet durch 
Biokompatibilitat. 



3. Mitogenfreie Substanz nach Anspruch 1 gekenn- 
zeichnet durch eine elektrophoretische Beweglich- 
keit der Mischpolymere von 3-5 • io~ 4 cm 2 • v _1 • 



25 4. Verfahren zur Herstellung der aitogenfreien Sub- 

stanz nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB eine bis ZU 10%-ige Alginatlosung 
durch tragerfreie Elektrophorese in unterschiedli- 
che Fraktionen separiert wird und anschlieflend die 
Fraktion mit einer elektrophoretischen Beweglich- 
keit von 3-5 • io-4 cm 2 . y -! . ^ ^ 

zur Separierung der Molekiile mit einem Gewicht von 
10 000 bis 500 000 Dalton erfolgt. 



3 0 
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5 -Verfahren zur Herstell ung einer mitogenfreien 
Substanz nach einem der Anspriiche i bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Alginatlosung durch die 
Zugabe von Barium oder multivalenten Kationen (z B 
Blei Pb # Kupfer cu) , die eine vergleichbare oder 
hohere Affinitat zum Alginat als Barium haben, zu 
e ! nem unl6sli ^en Komplex ausgefallt werden, dann 
eine Extraktion durch Saure, 2 . B . Essigsaure, iiber 
mehrere stunden bei hoher Temperatur erfolgt an- 
schlieBend nach einer Waschung eine weitere Extrak- 
tion nit Komplexbildner, z. B . Zitronensaure, im al- 
kalischen Bereich iiber mehrere stunden vorgenommen 
wird, nach einem weiteren Waschen mit destillierten 
Wasser eine Behandlung iiber mehrere Stunden mit Al- 
kohol, Z . B . Ethanol, und schlieBlich ein Freisetzen 
der Alginate durch Zugabe von EDTA CEthylendiamin- 
tetraessigsaure) im stark-alkalischen Bereich er- 
20 folgt. 



6. Mitogenfreie Substanz nach einem der Anspriiche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB sie als implan- 
tat, vorzugsweise als im innern mit lebenden Zellen 
bestiickte Kapseln, in der Transplantationschirurgie 
verwendet werden. 



7. Mitogenfreie Substanz nach einem der Anspriiche 1 
bis 3, gekennzeicnnet als Stabilisierungs- und Ge- 
lierzusatz fiir Nahrungsmitteln. 
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8. Mxtogenfreie Substanz nach sine* der Anspruche 1 
bas 3, gekennzeichnet als innerlich und/oder auAer- 
lich angewandtes WundverschluAmaterial und/oder 
zahnarztliche Abdruckmasse und/oder fiir als Trager- 
substanz fiir Medikamente oder Kontrastmittel die- 
nende Kapseln und Kugeln. 
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